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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Las vesiculas extracelulares (VEs), consideradas fuentes prometedoras de biomarcadores para
enfermedades neurodegenerativas como el alzheimer, fueron analizadas en este Trabajo Fin de Grado (TFG) con
el objetivo de estudiar su perfil proteico en plasma de tres grupos: controles no portadores, portadores sanos de
la mutacion PSEN1 E280A y portadores con deterioro cognitivo leve (DCL). Para ello, las VEs se aislaron mediante
cromatografia de exclusién por tamafio y se validaron por Western Blot, observandose diferencias en la
distribucidn de proteinas que podrian deberse a variaciones en el tamafio o la concentracion vesicular, o bien
al co-aislamiento de particulas plasmaticas, como las lipoproteinas. Posteriormente, se estudié su contenido
mediante espectrometria de masas, identificando 502 proteinas, con diferencias relevantes entre grupos. El
andlisis funcional de estas proteinas reveld alteraciones en rutas relacionadas con el sistema inmune, el sistema
del complemento y el metabolismo lipidico. Entre las proteinas diferencialmente expresadas, se seleccionaron
apoC3 y apoE para su validacidon experimental. En el caso de apoC3, se observaron niveles mas elevados en
portadores con y sin deterioro, aunque sin diferencias significativas, en contraste con el analisis proteémico. Por
su parte, apoE mostrd un patrén coherente entre lo protedmico y la validacién, con mayor expresion en controles.
Este resultado podria explicarse por la presencia de lipoproteinas en ese grupo, lo que coincidiria

con la localizacion extracelular de ApoE que se ha puesto de manifiesto tras el tratamiento con proteinasa K.

Palabras clave: Vesiculas extracelulares, Protedmica, Alzheimer, Mutacion PSEN1 E280A, apoE

ABSTRACT AND KEYWORDS

Extracellular vesicles (EVs), considered promising sources of biomarkers for neurodegenerative diseases
such as Alzheimer’s, were analyzed in this Final Degree Project (FDP) to study their proteomic profile in plasma
from three groups: non-carrier controls, healthy carriers of the PSEN1 E280A mutation, and carriers with mild
cognitive impairment (MCI). For this, EVs were isolated by size exclusion chromatography and validated by
Western Blot, revealing differences in protein distribution that could be due to variations in EVs size or
concentration, or to the co-isolation of plasma particles such as lipoproteins. Subsequently, their content was
analyzed by mass spectrometry, identifying 502 proteins with relevant differences between groups. Functional
analysis of these proteins revealed alterations in pathways related to the immune system, the complement
cascade, and lipid metabolism. Among the differentially expressed proteins, apoC3 and apoE were selected for
experimental validation. ApoC3 levels were observed to be higher in carriers with and without impairment,
although without significant differences, contrasting with the proteomic analysis. In turn, apoE showed a
consistent pattern between the proteomic data and validation, with higher expression in controls. This result could
be explained by the presence of lipoproteins in that group, which would be consistent with the extracellular

localization of ApoE that we have demonstrated after the proteinase K treatment.

Keywords: Extracellular vesicles, Proteomics, Alzheimer, PSEN1 E280A mutation, apoE
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1. INTRODUCCION

1.1. Laenfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comun de demencia a nivel mundial y constituye uno
de los principales retos sanitarios del siglo XXI, especialmente en el contexto del envejecimiento global de la
poblacién (Scheltens et al., 2016; Villar-Vesga et al., 2020). Se trata de un trastorno neurodegenerativo
progresivo que se manifiesta a través de un deterioro cognitivo y funcional, acompanado frecuentemente
por sintomas neuropsiquidtricos (Cummings, 2021). A pesar de los avances en el conocimiento de la
enfermedad, todavia no existe un tratamiento capaz de curarla o frenar su progresion. Ademads, aunque se
han desarrollado distintos biomarcadores, los de tipo sistémico aln no cuentan con una validacion suficiente
para su uso rutinario en el diagndstico clinico (Villar-Vesga et al., 2020).

Desde el punto de vista neuropatolégico, la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la presencia
de depodsitos extracelulares de beta-amiloide (AB) y de proteina tau hiperfosforilada, que dan lugar,
respectivamente, a las placas amiloides y a los ovillos neurofibrilares (NFTs) en el cerebro (Figura 1). Estos
depdsitos van acompafiados de diversas alteraciones celulares y sistémicas, como neuroinflamacion,
disfuncién sindptica, trastornos mitocondriales y bioenergéticos, cambios epigenéticos y anomalias
vasculares, que contribuyen a la progresiva degeneracion neuronal. Este deterioro estructural y funcional del
sistema nervioso constituye la base de las alteraciones cognitivas y conductuales que caracterizan la

enfermedad (Abdelnour et al., 2022; Cummings, 2021).
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Figura 1. Comparacion entre una neurona sana y una afectada por alzheimer. En condiciones normales
(izquierda), la proteina tau estabiliza los microtibulos axonales y permite el transporte intracelular. En
alzheimer (AD; derecha), la acumulacion de placas amiloides y ovillos neurofibrilares (NFTs) desestabiliza los
microtubulos, altera la estructura neuronal y contribuye a la disfuncién sinaptica y a la neurodegeneracion
(Brunden et al., 2009; Querfurth & LaFerla, 2010). Imagen modificada a partir de plantilla de BioRender
(Team, B., 2019).
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INTRODUCCION

Bajo el enfoque clinico, la enfermedad de Alzheimer suele comenzar con alteraciones en la memoria
reciente y un deterioro cognitivo progresivo que, con el tiempo, puede afectar al lenguaje, la conducta, la
orientacién visoespacial o las habilidades motoras (DeTure & Dickson, 2019). Estos sintomas pueden ir
acompafiados, incluso en fases tempranas, de manifestaciones como apatia, ansiedad o depresién, asi como
desorientacion, confusién y dificultades en la comunicacion o el habla, en etapas mas avanzadas (Abdelnour
et al., 2022). Ademas, a medida que la enfermedad avanza, pueden aparecer complicaciones médicas como
trastornos de la movilidad, desnutricién, infecciones respiratorias o trombosis, que afectan la calidad de vida
y aumentan el riesgo de mortalidad (Zhang et al., 2024).

A nivel genético, el alzheimer puede clasificarse en dos tipos: formas esporadicas y familiares. La
forma esporadica (SAD) es la mas frecuente y se asocia a una interaccién compleja entre factores genéticos,
ambientales, enfermedades previas y estilo de vida. Entre los factores genéticos implicados en SAD, destaca
el gen APOE, cuyas variantes modulan el riesgo de desarrollar la enfermedad: APOE4 se asocia a un mayor
riesgo, APOE3 se considera neutro y APOE2 podria ejercer un efecto protector. Ademads, se han identificado
otros genes mediante estudios de asociacién gendmica, relacionados con la inflamacion, la respuesta
inmune, el colesterol y el metabolismo lipidico, y la endocitosis. En cambio, la forma familiar (FAD) es mucho
menos comun y se debe a mutaciones genéticas autosémicas dominantes en los genes APP (amyloid
precursor protein), PSEN1 (presenilin 1) o PSEN2 (presenilin 2), todos implicados en el procesamiento del
péptido AB. Esta variante suele manifestarse entre los 30 y los 65 afios, progresa con mayor rapidez que la
forma esporadica y se transmite entre generaciones (Zhang et al., 2024; Lane et al., 2018; Scheltens et al.,

2016; Quiroz et al., 2024).

1.1.1. La mutacion paisa (PSEN1 E280A)

Una de las formas mejor caracterizadas de FAD es la que se produce por la mutacién autosémica
dominante E280A en el gen PSEN1, también conocida como mutacién paisa, identificada en una gran familia
de la region de Antioquia (Colombia), compuesta por unos 6000 familiares consanguineos, de los cuales mas
de 1000 son portadores de dicha mutacion (Quiroz et al., 2024). Esta mutacidn consiste en un cambio de
glutamico a alanina (E > A) en el coddn 280, lo que altera la funcién del complejo y-secretasa, implicado en
el procesamiento de APP, favoreciendo la produccidn de AB42, siendo esta mas propensa a formar placas
amiloides. Ademas, se ha observado que este aumento de AP42 afecta a la homeostasis del calcio,
incrementando su almacenamiento en el reticulo endoplasmatico y facilitando su liberaciéon hacia el
citoplasma, lo que puede contribuir al dafo celular (Acosta-Baena et al., 2011; Querfurth & LaFerla, 2010;

Lalli et al., 2014).

El caso clinico de esta familia fue descrito por primera vez en 1987. Los sintomas suelen comenzar
con pérdida de memoria, seguida de cambios en la personalidad, alteraciones en la conducta y un deterioro

progresivo del lenguaje. En fases avanzadas, son frecuentes las dificultades al caminar, las convulsiones y las
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INTRODUCCION

mioclonias (Pastor et al., 2003). La edad media de aparicién de los distintos estadios clinicos se ha estimado
en 35 afios para la fase asintomdtica pre-DCL (Deterioro Cognitivo Leve), 38 para la fase sintomatica pre-DCL,
44 para DCL y 49 para el diagndstico de demencia (Acosta-Baena et al, 2011). Por otro lado, el analisis
genético de marcadores cercanos al gen PSEN1 y el estudio de registros histéricos han permitido rastrear la
mutacion hasta un ancestro comun originario del norte de Espafia en el siglo XVI. La familia colombiana forma
parte de la poblacién paisa, lo que ha dado nombre a esta variante como mutacidn paisa, una comunidad
con caracteristicas genéticas homogéneas y sin evidencia de mezcla significativa desde su fundacion, lo que
refuerza su valor como modelo para el estudio de las fases mas tempranas de la enfermedad (Pastor et al.,

2003; Lopera et al., 1994).

Es interesante remarcar que se ha observado que la presencia de ciertas variantes genéticas, como
apoE3 Christchurch (APOE3Ch), pueden modificar la expresidn clinica de la mutacion PSEN1. En estudios
recientes, individuos de la familia paisa, portadores tanto de la mutacion E280A como de APOE3Ch
presentaron un retraso en la aparicion del deterioro cognitivo, lo que sugiere un posible efecto protector de

estas variantes (Quiroz et al., 2024).

1.2. Vesiculas extracelulares (VEs)

Las VEs son particulas de pequefio tamafo, delimitadas por una bicapa lipidica que no poseen
capacidad replicativa propia y son liberadas activamente por diversos tipos celulares, tanto en organismos
procariotas como eucariotas (Yafiez-Mo et al., 2015; Welsh et al., 2024). Estan presentes en todos los fluidos
corporales humanos, como sangre, orina, saliva, leche materna o liquido cefalorraquideo, en condiciones
tanto fisiolégicas como patoldgicas. Su contenido incluye proteinas (como receptores de membrana,
enzimas, factores de transcripcion o componentes de la matriz extracelular), lipidos y acidos nucleicos como
ARN mensajero (ARNm), microARNs (miARNs) y ADN. Este contenido puede transferirse entre células, lo que
les permite actuar como vehiculos de sefializacidon y comunicacion intercelular (Chang et al., 2020; Kumar et
al.,, 2024). Ademas, las VEs desempefian funciones fisioldgicas clave, participando en procesos como la
homeostasis celular, la hemostasia, la respuesta inmunitaria, la inflamacion, la regeneracion tisular y la

muerte celular programada (Yafiez-Mo et al., 2015).

En funcién de su biogénesis, las VEs se clasifican principalmente en exosomas y microvesiculas (Figura
2). Los exosomas (50 — 150 nm) se forman en el interior de endosomas multivesiculares (MVEs), como
vesiculas intraluminales (ILVs), y se liberan al exterior tras la fusién de los MVEs con la membrana plasmatica.
Las microvesiculas (50 — 500 nm) sin embargo se generan por la liberacién directa de vesiculas desde la
membrana plasmatica (van Niel, D'Angelo, & Raposo, 2018; Mittelbrunn & Sanchez-Madrid, 2012). También
pueden clasificarse segun el tipo celular del que proceden, como por ejemplo, células endoteliales, plaquetas,

adipocitos, entre otros, o segln su estado fisioldgico (Akbar et al., 2019).
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Figura 2. Esquema simplificado de la biogénesis de exosomas y microvesiculas. Los exosomas (Exosome) se
forman como vesiculas intraluminales (ILVs) dentro de endosomas multivesiculares (MVEs), y se liberan al
medio extracelular tras la fusién de estos con la membrana plasmatica (Plasma membrane). Por otro lado,
las microvesiculas (Microvesicle) se generan por la liberacion directa desde la membrana celular. Imagen de
van Niel, D'Angelo & Raposo, 2018.

1.2.1. Implicacion de las VEs en la enfermedad de Alzheimer

Se ha observado que las VEs desempefian un papel en distintas patologias humanas, incluyendo
enfermedades cardiovasculares, metabdlicas como diabetes, inmunoldgicas, infecciosas, inflamatorias,
oncoldgicas y neurodegenerativas (Kumar et al., 2024). Entre las enfermedades neurodegenerativas, se ha
demostrado que las VEs pueden contribuir a la propagacion de proteinas mal plegadas, como la AB, la
proteina tau hiperfosforilada, la a-sinucleina o la superdxido dismutasa, facilitando la propagacion entre
células y promoviendo la progresién de patologias como el alzheimer, la enfermedad de Parkinson o la

esclerosis lateral amiotrdéfica (Xiao et al., 2021).

En concreto, en la enfermedad de Alzheimer se ha descrito que las VEs desempefian funciones
distintas segun el estadio de la enfermedad. Durante las fases iniciales, la activacién de la microglia inducida
por AB parece tener un papel protector, al favorecer la fagocitosis y la eliminacidon de estos agregados. Sin
embargo, en fases mas avanzadas, esta misma microglia puede liberar VEs con un contenido perjudicial,
entre el que se incluyen moléculas proinflamatorias, que contribuyen a intensificar la inflamacién y el dafio
neuronal. También se ha observado que estas VEs pueden llevar, tal y como se ha comentado anteriormente,
proteinas asociadas a procesos neurodegenerativos, como AB, tau o a-sinucleina, que al ser transferidas a
otras células podrian favorecer la acumulacién de estas mismas proteinas en las células receptoras. Ademas,
algunos tipos de VEs son capaces de atravesar la barrera hematoencefadlica, lo que permitiria que su
contenido se disemine a otras regiones del sistema nervioso y amplifique el deterioro neuroldgico (Song et

al., 2020).
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En los ultimos afios, el creciente interés por las VEs en el contexto del alzheimer no solo se ha
centrado en su papel en la progresion de la enfermedad, sino también en su potencial como herramienta
diagnédstica. A diferencia de otras moléculas presentes en sangre, las VEs presentan ventajas como su
estabilidad, relativa abundancia y capacidad para reflejar alteraciones relacionadas con distintos procesos
patoldgicos. Dado que pueden atravesar la barrera hematoencefdlica y transportar una amplia variedad de
componentes celulares caracteristicos del estado de sus células de origen, se considera que su analisis en
fluidos periféricos, como el plasma, puede aportar informacidn relevante sobre alteraciones moleculares que
tienen lugar en el cerebro. Gracias a estas propiedades, las VEs han despertado interés como fuente de
biomarcadores para la deteccién temprana y la caracterizacion de enfermedades neurodegenerativas.
Ademads, su capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica ha llevado a plantear su posible uso como
vehiculos terapéuticos en el tratamiento de trastornos del sistema nervioso. No obstante, deben tenerse en
cuenta ciertas limitaciones, como la variabilidad en los métodos de aislamiento y caracterizacién, que puede
condicionar qué subtipos de VEs se aislan en cada estudio. Ademads, la ausencia de un marcador Unico que
identifigue de forma especifica a todas las VEs, hace necesario combinar distintas técnicas para
caracterizarlas correctamente. A pesar de estas limitaciones, se ha observado que tanto la cantidad como el
contenido proteico de estas vesiculas puede verse alterado en distintos estados de enfermedad,
posicionandolas como una herramienta prometedora para la deteccidon temprana, el seguimiento de la
progresion y la caracterizacién de enfermedades neurodegenerativas (Yafiez-Mo et al., 2015; Robinson et al.,

2024; Song et al., 2020).
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

En el laboratorio de la Dra. Rocio Pérez se ha demostrado la relevancia de las VEs en el contexto de
la enfermedad de Alzheimer, ya que estas estructuras son capaces de transportar metabolitos de APP (Pérez-
Gonzalez et al., 2020; Perez-Gonzalez et al., 2012). Ademas, han evidenciado el potencial de las VEs de plasma
como fuente de biomarcadores en enfermedades neurodegenerativas, como el sindrome de Down (Valle-
Tamayo et al., 2025) y la enfermedad de Huntington (Herrero-Lorenzo et al., 2024). Por otro lado, si bien el
grupo de investigacion de la Dra. Inmaculada Cuchillo aiin no ha publicado estudios especificos sobre VEs,
cuenta con un amplia experiencia en el analisis de distintos tejidos humanos relacionados con enfermedades
neurolégicas, como corteza cerebral (Escamilla et al., 2024), liquido cefalorraquideo (Lennol et al., 2022) y

plasma (Cuchillo-Ibafiez et al., 2020).

Ademas, estudios realizados por investigadores de la Universidad de Antioquia, han mostrado que
las VEs podrian desempefiar un papel relevante en la enfermedad de Alzheimer, tanto como mediadores del
dafio celular como potenciales biomarcadores. En particular, en pacientes con FAD, se observé que en el
plasma, predominaban las VEs de origen plaquetario y éstas mostraban una composicion proteica alterada.
Esta composicidon incluia proteinas implicadas en procesos clave como la coagulacién, la inflamacidn, la
cascada del complemento y el metabolismo lipidico-glucidico, lo que podria contribuir a la disfuncién

endotelial, la activacion astrocitaria y la neurotoxicidad (Villar-Vesga et al., 2020).

Este trabajo tiene como objetivo general realizar un estudio proteémico de las VEs circulantes en
plasma de tres grupos definidos: controles no portadores, sanos asintomaticos portadores de la mutacién
paisa (PSEN1 E280A), y pacientes portadores de la mutacién con deterioro cognitivo leve. Para ello, se han
aplicado distintas metodologias experimentales orientadas al aislamiento, validacién y analisis protedmico

de las VEs, con el fin de explorar posibles diferencias entre los tres grupos.

Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

e Aislar y concentrar VEs a partir de plasma humano utilizando cromatografia de exclusiéon por tamafio
y ultrafiltracion.

e Validar la presencia de VEs en las muestras tras su aislamiento en plasma, mediante Western Blot y
cuantificar su contenido proteico mediante espectrofotometria (NanoDrop).

e Analizar el perfil proteico de las VEs mediante espectrometria de masas (LC-MS/MS) y comparar los
resultados entre grupos, estudiando las rutas bioldgicas, componentes celulares y asociaciones gen-
enfermedad mediante andlisis bioinformatico.

e Seleccionar y validar experimentalmente proteinas de las VEs candidatas a ser de interés en el
contexto del alzheimer.

e Evaluar la localizacion intra o extravesicular de la apolipoproteina apoE, mediante tratamiento con

proteinasa K.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.

Muestras biolégicas

Las muestras de plasma utilizadas en este estudio proceden de una colaboracién con investigadores

de la Universidad de Antioquia. El plasma fue obtenido mediante extraccién sanguinea utilizando tubos con

EDTA como anticoagulante, con el objetivo de minimizar la presencia de vesiculas derivadas de plaquetas

(Nieuwland & Siljander, 2024). Las muestras fueron almacenadas a -80 °C tras su recogida y enviadas

congeladas al laboratorio en Alicante, donde se mantuvieron a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

Se trabajé con un total de 40 individuos, distribuidos en tres grupos:

Controles sin mutacidn ni sintomas (n = 10)

Sanos asintomaticos portadores de la mutacién PSEN1 E280A (n = 20)

Pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL) portadores de la mutacion (n = 10).

Los volumenes de plasma disponibles para cada individuo oscilaron entre 1,5y 2 mL, y en algunos

casos se contaba con mas de un vial por sujeto (hasta 2—3 viales), lo cual permitié disponer de mayor volumen

para las distintas etapas del experimento. A cada muestra se le asignd un identificador numérico del 1 al 40,

para mantener el anonimato de las muestras, que fue utilizado a lo largo del procesamiento experimental.

3.2.

3.2.1.

3.2.2.

Composicion y preparacion de disoluciones experimentales

Cromatografia de exclusion por tamafio (SEC)

Hidréxido de sodio 0,5 M (NaOH) (500 mL): Se pesaron 10 g de NaOH sdlido y se disolvieron
lentamente en 300 mL de agua destilada (H,Odd). Una vez completamente disuelto, se ajusto el
volumen final a 500 mL con H,Odd.

Azida sédica (Na-Az) al 0,05 % (p/v) en PBS 1X (200 mL): Se pesaron 0,1 g de Na-Az y se disolvieron
en 100 mL de PBS 1X. Tras su completa disolucidn, se ajusté el volumen final a 200 mL con PBS 1X.
Tampon fosfato-salino 1X (PBS; Phosphate buffered saline) (1L): Se midieron 100 mL de PBS 10X y
se diluyeron hasta 1000 mL con H,Odd.

Western Blot (WB)

A continuacidn, se presentan las disoluciones utilizadas para los procedimientos de WB realizados

para la validacidén de la presencia de VEs y apoE:

Tampon RIPA 2X: Se suplementé con una proporcion 1/50 de inhibidores de proteasas y fosfatasas
“Half Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail” (100x) y EDTA 0,5 M (100x).

Tampdn de electroforesis 1X Tris/Glicina/SDS (2L): Se diluyeron 200 mL del stock 10X de Biorad en
1800 mL de H,0dd para obtener 2 litros de solucién final 1X.
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Tampon de transferencia para el sistema Trans-Blot Turbo (500 mL): Para la transferencia semiseca
rapida, se mezclaron 100 mL del stock Trans-Blot 5X con 100 mL de etanol y 300 mL de H,0dd, hasta
alcanzar un volumen final de 500 mL.

Tampodn de marcado sin tincion 1X (No Stain Labeling Buffer) (10mL): Se prepard a partir del stock
concentrado (20X), afiadiendo 0,5 mL de este a 9,5 mL de H,Odd, para obtener un volumen final de
10mL por membrana.

Tampon tris-salino 1X (TBS; Tris Buffered Saline) (500 mL): Se preparo a partir de 50 mL de TBS 10x
en 450 mL de H,Odd, obteniendo un volumen total de 500 mL.

Tampon tris-salino Tween 1X (TBS-Tween) (500 mL): Se mezclaron 50 mL de TBS 10X con 450 mL de
H,Odd y se afiadieron 500 uL de Tween, homogeneizando la mezcla mediante agitacién.

Tampon de carga 6X (SB 6X; Sample Buffer 6X): Se utilizé el tampdn comercial “Laemmli SDS sample

buffer 6x” en condiciones reductoras o no reductoras

En el procedimiento de WB de apoE con tratamiento de proteinasa K, se utilizaron las disoluciones

que se detallan a continuacion:

Proteinasa K: A partir de una concentracién de 20 mg/mL se diluyé en una proporcién 1:100 en la
preparacion de VEs en PBS 1X hasta 0,2 mg/mL

Inhibidor de proteasa 0,1M (PMSF; phenylmethylsulfonyl fluoride): Se utilizé a partir del stock 100
mM preparado en etanol puro.

Tampon de electroforesis (2L): Se utilizaron 400 mL de stock Tris-Glicina 5X, 20 mL de SDS 10% y
1580 mL de H20dd. Para preparar la solucién stock de Tris-Glicina 5X, se mezclaron 30,29 g de Tris
base (125 mM) y 144,13 g de glicina (960 mM). El pH resultante fue aproximadamente 8,3.

Tampon de transferencia (1L): Se utilizaron 100 mL de metanol, 200 mL de Tris-Glicina, 1 mL de SDS
10% y el volumen restante de H20dd.

Tampon de carga 6X (SB 6X; Sample Buffer 6X): Se utilizé el tampdn comercial “Laemmli SDS sample
buffer 6x” en condiciones reductoras

Tampon fosfato-salino 1X (PBS; Phosphate Buffered Saline) (1L): Primero se prepard PBS 10X con
14,8 g de Na,HPQ,4 anhidro, 72,2 g de NaCl y 4,3 g de KH,PQy4, con un pH entre 7,3y 7,4. Para obtener
1L de PBS 1X, se afiadid 100 mL de PBS 10X a 900 mL de H20dd.

Tampon fosfato-salino Tween 1X (PBS-Tween) (1L): Se preparé afiadiendo 0,5 mL de Tween 20 a 1L
de PBS 1X.

Gel separador 10% (10mL): Se utilizaron 2,5 mL de Tris-Base 1,5M, 100 uL de SDS 10%, 3,34 mL de
acrilamida 30%, 4 mL de H20dd, 50 uL de APS 10% y 12 pL de TEMED.

Gel concentrador 10% (4mL): Se utilizaron 1 mL de Buffer Upper 4X, 0,4 mL de Acrilamida 30%, 2,6
mL de H20dd, 20 pL de APS 10% y 5 pL de TEMED.
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3.2.3. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

La preparacion de las disoluciones se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante del kit Human

Apolipoprotein C3 ELISA Kit (EHAPOC3, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). A continuacién, se detallan los

pasos seguidos para cada uno de los componentes:

Diluyente del ensayo (1X): se preparé mediante una dilucion 1:5 del concentrado original (Assay
Diluyent 2 (5X)) con H,Odd.

Tampon de lavado (1X): se obtuvo diluyendo 20 mL del tampdn de lavado concentrado (Wash Buffer
Concentrate (20X)) en 380 mL de H,0dd.

Conjugado de biotina: el vial de conjugado de biotina (Human Apolipoprotein C3 Biotin Conjugate)
se centrifugé brevemente vy, a continuacidn, se afiadieron 100 pL de diluyente del ensayo (1X) para
preparar el concentrado de conjugado de biotina. Antes de su uso en el ELISA, esta disolucion se
diluyd en una proporcién 1:80 con el mismo diluyente.

Estreptavidina-HRP: el vial de estreptavidina-HRP (Streptavidin-HRP (2000X)) se centrifugd
brevemente antes de su uso y se prepard la dilucién en el diluyente del ensayo (1X) en una
proporcién 1:2000.

Diluciones estandar: el vial de estandar liofilizado (Human Apolipoprotein C3 Standard, recombinant
human apolipoprotein C3) se centrifugd brevemente y se afiadieron 400 pL del diluyente del ensayo
(1X) para preparar la disolucién estandar de 200 ng/mL, mezclandola suavemente. A continuacidn,
para preparar la solucién inicial estdndar de 10.000 pg/mL, se mezclaron 25 pL de la disolucidn
estandar con 475 puL del diluyente del ensayo (1X). A partir de esta solucién inicial, se realizaron
diluciones en serie 1:4, en siete tubos consecutivos. Para cada dilucidn, se afiadieron primero 300 plL
de diluyente del ensayo (1X) en cada tubo. A continuacion, se afiadieron 100 uL de la dilucién anterior
al siguiente tubo, mezclando bien cada vez. Las concentraciones finales de la curva estandar fueron
las siguientes: 10.000 pg/mL, 2.500 pg/mL, 625 pg/mL, 156,3 pg/mL, 39,06 pg/mL, 9,77 pg/mLy 2,44
pg/mL. Ademas, se incluyd un blanco (0 pg/mL), compuesto Unicamente por diluyente del ensayo

(1X).

Ademas de las disoluciones y reactivos descritos anteriormente, también se utilizé un tampdn de lisis

comercial M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent (ThermoFisher Scientific) para la lisis de las

muestras.

3.3.

Aislamiento de VEs mediante SEC

Los viales de plasma fueron descongelados en hielo y revisados visualmente para registrar su color,

transparencia y detectar posibles signos de hemélisis. También se tuvo en cuenta si el plasma presentaba un

aspecto mas opaco o blanquecino, ya que esto podia indicar un elevado contenido lipidico. A continuacién,
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se anot6 el volumen total disponible de plasma por individuo. A partir de cada muestra se recogieron 550 uL
de plasma, con el objetivo de obtener 500 L finales tras los pasos de centrifugacidn, volumen necesario para
la carga en la columna.

El plasma fue procesado mediante dos pasos secuenciales de centrifugacidn, ambos realizados a 4 °C.
En primer lugar, se centrifugd a 2.000 g durante 30 minutos, con el objetivo de eliminar posibles restos
celulares, y el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo. Posteriormente, se centrifugd a 12.000 g
durante 30 minutos, lo que permitié obtener un sobrenadante, libre de cuerpos apoptéticos y VEs de gran
tamafo, que fue utilizado para la SEC. El pellet resultante de esta segunda centrifugacidon (p12k) fue
conservado para su analisis posterior. Para ello, se realizé un paso de lavado afiadiendo 1 mL de PBS, seguido
de una nueva centrifugacion a 12.000 g durante 30 minutos. El sobrenadante se descartd y el pellet lavado
se almacend a -80 °C para futuros estudios.

Una vez procesada la muestra, se procedid al aislamiento de VEs mediante SEC, utilizando columnas
gEVoriginal 70 nm Gen 2 (IZON) conectadas a un sistema automatico de fraccionamiento (Automatic Fraction
Collector, AFC). Para ello, tanto la columna como el tampdn PBS se equilibraron previamente a temperatura
ambiente, entre 18 y 24 °C. Una vez alcanzada la temperatura, se retird el tapén superior y se acopld la

columna al AFC, que reconocié automaticamente su cddigo QR.

Posteriormente, se calibrd el sistema mediante la alineacidn del carrusel con la boquilla de salida del
fluido y ajustando la escala mediante un peso de referencia de 10 gramos. Tras este paso, se activd la opcion
“Start Collection” y se colocaron los tubos de recogida, en este caso un total de 13 tubos Eppendorf. Una vez
completada esta preparacion, se retird el tapon inferior y se lavd la columna con 17 mL de PBS, equivalentes
a dos volumenes de columna, para eliminar el tampdn de almacenamiento (PBS con azida sddica al 0,05%) y

dejar la columna lista para la separacion.

Tras lavar la columna, se cargaron los 500 pL de muestra lentamente sobre la columna, procurando
evitar la formacion de burbujas. Tras la entrada completa de la muestra, se afiadieron aproximadamente 7
mL de PBS como tampdn de elucién. El sistema AFC realizd la recolecciéon automatica de 13 fracciones
consecutivas de 400 uL, que fueron depositadas en los tubos Eppendorf de 1,5 mL previamente etiquetados.
Una vez finalizada la recogida de fracciones, las columnas se lavaron con 8,5 mL de NaOH 0,5 M, seguidos de
17 mL de PBS si se iba a reutilizar de forma consecutiva. En caso de no usarse inmediatamente, el lavado final
se realizd con 17 mL de PBS con azida sddica al 0,05%, conservandose posteriormente en esta solucién hasta

su siguiente uso.

Antes de su utilizacién, todas las soluciones liquidas empleadas en el proceso, incluyendo PBS, NaOH
0,5 M y PBS con azida sédica al 0,05%, fueron filtradas mediante un filtro de 0,22 um para asegurar la
eliminacion de particulas, garantizar su esterilidad y prevenir cualquier posible contaminacién. El
procedimiento seguido para el aislamiento mediante SEC se basé en las recomendaciones del fabricante

(gEVoriginal Gen 2 Quick Start Guide, IZON Science). Esta técnica ha sido reconocida como una opcién
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preferente para el aislamiento de VEs a partir de muestras de plasma, al proporcionar un equilibrio adecuado
entre rendimiento, purezay una representacion vesicular comparable a la del plasma sin procesar (Robinson

et al,, 2024).

3.4. Cuantificacion de proteinas mediante espectrofotometria (NanoDrop)

Tras la recoleccion de las fracciones, se midio la absorbancia a 280 nm (A280) de cada una de ellas
mediante espectrofotometria con el equipo NanoDrop. Esta medicidon se empled para estimar el contenido
proteico total e identificar el pico correspondiente a las fracciones enriquecidas en VEs. Las mediciones se
realizaron utilizando 2 uL de muestra y PBS como blanco.

Para la comparacion entre grupos en los datos experimentales de cuantificacién proteica
(NanoDrop), se aplicé la prueba t de Student para la obtencion de los valores de p (p-value). Se consideraron

diferencias estadisticamente significativas aquellas con p < 0.05.

3.5. Combinacién y concentracion de fracciones enriquecidas en VEs

Se combinaron las fracciones 1-4, correspondientes al intervalo de fracciones en el que se se
encuentran la mayoria de VEs, alcanzando un volumen inicial de 1.600 L. Las fracciones combinadas se
concentraron usando las columnas Amicon Ultra-4 (membrane PLHK Ultracel-PL, Merck) de 100 kDa,
mediante centrifugacién a temperatura ambiente en un rotor fijo a 5.000 g, durante un tiempo variable en
funcién de la muestra (3 - 5 minutos), hasta alcanzar un volumen final aproximado de entre 200 - 400 pL.

Del volumen concentrado obtenido tras la combinacién de fracciones, se separaron tres alicuotas
correspondientes al 10% del volumen final para WB, NTA (Nanoparticle Tracking Analysis), y reserva (Back
Up o BU) para posibles validaciones posteriores. El volumen restante, un 70% del volumen final, se destiné

al andlisis protedmico.

3.6. Validacion de marcadores de VEs mediante WB

Para validar la presencia de VEs en las muestras obtenidas, se realizaron WB dirigidos frente a los
marcadores clasicos de membrana de VEs, las tetraspaninas CD63 y CD9 (Yafiez-M6é et al.). Las 40 muestras
disponibles se dividieron en tres WBs. A partir de la alicuota reservada para WB, se prepararon dos
condiciones: condiciones no reductoras para CD63 (sin B-mercaptoetanol) y condiciones reductoras para
CD9.

Para las muestras en condiciones no reductoras, se utilizé un tercio del volumen, al que se afadioé SB
6x (una quinta parte del volumen total). Por otra parte, en condiciones reductoras, se emplearon los dos
tercios restantes del volumen, a los cuales se afiadid un volumen equivalente de tampdn de lisis RIPA,
previamente suplementado con Half Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x) y EDTA 0,5 M (100x).

Las muestras en RIPA se sometieron a sonicacién en bafo frio durante 45 segundos y se agitaron en vortex
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brevemente cada 2 minutos durante 20 minutos para favorecer la lisis. Tras este paso, se afiadié tampdn de
carga SB 6x (una quinta parte del volumen total: vesiculas + RIPA).

Antes de la carga en el gel, las muestras bajo condiciones reductoras se calentaron en un
termobloque a 90 °C durante 10 minutos, seguidos de una agitacidn en vortex y una breve centrifugacién. En
estas condiciones, se cargd Unicamente la mitad del volumen final preparado. En condiciones no reductoras,
se cargd todo el volumen previamente mezclado con tampdn de carga SB 6x.

En todos los casos, se utilizé un kit comercial para preparacion de geles precast TGX, al 10% (Bio-Rad,
No Stain Free) con sistema de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad). La electroforesis se llevo a
cabo con voltajes progresivos (80 V inicialmente y 200 V posteriormente), con ligeras variaciones en los
tiempos entre sets. La transferencia semi-seca se realizd6 mediante el sistema Trans-Blot Turbo (2.5 Amp, 25
V, 10 minutos) sobre membranas PVDF de poro 0,45 um (Bio-Rad, Low Fluorescence).

Tras la transferencia, las membranas se prepararon para la visualizacidn de la proteina total mediante
el reactivo No-Stain (ThermoFisher Scientific). Para ello, se lavaron dos veces con agua miliQ durante 2
minutos en agitacion. Posteriormente, se preparod el Labeling Buffer afiadiendo 20 uL de No-Stain Activator
y 20 uL de No-Stain Derivatizer a 10 mL del No Stain Labeling Buffer, mezclando bien antes de aplicarlo a la
membrana. La membrana se incubd con esta mezcla durante 10 minutos en agitacion. Finalmente, se
realizaron tres lavados adicionales con agua miliQ durante 2 minutos cada uno, también en agitacién y se
visualizaron en el sistema ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad).

A continuacidn, las membranas se bloquearon con 7 mL de la solucién comercial EveryBlot (Bio-Rad)
durante 5 minutos. Los anticuerpos primarios se incubaron overnight a 4 °C en agitacion, utilizando diluciones
de 1:1000 en 7 mL de EveryBlot. Se utilizé anti-CD63 (mouse monoclonal, Biotechne) en condiciones no
reductoras y anti-CD9 (rabbit policlonal, Cell Signaling) en condiciones reductoras. Tras la incubacion, se
realizaron tres lavados de 10 minutos con TBS-Tween en agitacién y se incubaron las membranas con los
anticuerpos secundarios correspondientes: anti-mouse HRP (1:15.000) para CD63 y anti-rabbit HRP
(1:10.000) para CD9, preparados en leche al 5% en TBS-Tween.

Posteriormente, se realizaron los lavados finales: en el caso de anti-mouse HRP (CD63) se realizaron
dos lavados de 10 minutos con TBS-Tween seguidos de dos lavados de 10 minutos con TBS. Para anti-rabbit
HRP (CD9) se llevaron a cabo tres lavados de 10 minutos con TBS-Tween antes del revelado seguido de dos
lavados de 10 minutos con TBS.

El revelado se realizdo mediante quimioluminiscencia, utilizando un sustrato comercial adecuado (ECL,
PICO, FEMTO o ATTO; ThermoFhiser Scientific) segin la sensibilidad requerida. Se aplicaron 1,4 mL de la
solucion de revelado por membrana, distribuyéndola sobre toda la superficie y dejando actuar la reaccion
durante 5 minutos en oscuridad. Finalmente, las membranas se visualizaron en el sistema ChemiDoc Imaging

System (Bio-Rad).
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3.7. Analisis protedmico

3.7.1. Preparacion de muestras y adquisicidon de datos mediante espectrometria de masas

El estudio protedmico fue realizado en la Unidad de Protedmica del CIC Biogune. Las fracciones
combinadas y concentradas fueron tratadas con un tampdn de lisis que contenia urea 7 M, tiourea 2 M,
CHAPS 4% y DTT 200 mM, con el objetivo de desnaturalizar las proteinas presentes.

La digestion proteica con tripsina se llevé a cabo mediante el método FASP (Filter-Aided Sample
Preparation) (Wisniewski et al., 2009). Los péptidos generados fueron concentrados mediante fase reversa
utilizando columnas OMIX C18 (Agilent Technologies). Estos fueron analizados mediante cromatografia
liguida a nanoescala, acoplada a espectrometria de masas en tdndem (nLC-MS/MS), utilizando el sistema
EVOSEP acoplado a un espectrometro TIMS TOF Pro (Bruker).

La adquisicion de datos se realizé mediante el enfoque DIA (Data Independent Acquisition). Los datos
obtenidos fueron procesados con el software DIA-NN (v1.8) y el analisis estadistico posterior se llevd a cabo

utilizando el programa Perseus, del entorno MaxQuant.

3.7.2. Analisis bioinformatico de datos protedmicos

Los resultados del analisis protedmico fueron entregados por parte de CIC Biogune en un archivo
Excel. De este archivo se utilizaron los siguientes datos para los andlisis posteriores: nombre de la proteina,
gen asociado, niveles de expresién de cada proteina por muestra y comparaciones entre grupos
experimentales (valores de p-value y Fold Change (FC)).

A partir de esta informacioén, y antes de iniciar el analisis funcional, se reorganizaron los datos para
obtener las proteinas detectadas en al menos una muestra de cada grupo. Con estas listas se generé un
diagrama de Venn mediante la herramienta Venny 2.1, con el objetivo de visualizar las proteinas exclusivas
y las compartidas entre los grupos.

Posteriormente, se representaron volcano plots para las tres comparaciones por pares (sanos vs
controles, sanos vs DCLy DCL vs controles), empleando la herramienta en linea VolcaNoseR. En estos graficos
se representaron los valores de log,(FC) y —logio(p-value) para cada proteina, de modo que se pudieran
visualizar las diferencias de expresién de manera simétrica y clara, aplicando un umbral de log,FC de +0,8 y
de -logio(p-value) de 1,3 (correspondiente a un p-value < 0.05). El Fold Change (FC) es la razon entre la
expresion de una proteina en una condicién respecto a otra. Si FC es 2, significa que la expresidn de la
proteina de interés se ha duplicado en un grupo respecto al grupo con el que se compara. El logaritmo en
base 2 del FC se utiliza para facilitar la interpretacién de los datos. Un FC de 2, corresponde a un log,(FC) de
1. Un FC de 0,5 (reduccién de la expresidn a la mitad), corresponde a un log,(FC) de -1. Respecto al p-value,
cuanto mas pequefio el p-value, mas significativa es la diferencia. Al realizar el -logio(p-value), los valores
pequerios (mas significativos) se vuelven valores grandes positivos. Asi, p = 0,05 se convierteen 1,3,y p =0,01,

en 2, al representarlos como el —logio(p-value)
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Tras esta exploracidn inicial, se llevd a cabo un andlisis funcional de las proteinas diferencialmente
expresadas utilizando principalmente la herramienta en linea STRING, para explorar redes de interaccion
funcional, rutas bioldgicas implicadas, componentes celulares y asociaciones gen-enfermedad. Como
herramienta complementaria se empled también Metascape, con el fin de comparar los resultados obtenidos
en STRING.

Finalmente, se consultaron distintas bases de datos bioinformaticas como Open Targets, DisGeNET,
y GeneAnalyst, con el objetivo de identificar proteinas relacionadas con la enfermedad de Alzheimer y se
recopilaron scores que reflejan el nivel de evidencia experimental, gendmica y bibliografica que vincula cada
gen con la enfermedad. Esta informacion se revisé junto con los valores de cambio de expresién (FC) y sus
respectivos valores de p (p-value), permitiendo asi seleccionar aquellas proteinas que presentaban mayor
relevancia bibliografica, experimental, cambio de expresidn y significancia estadistica, para ser validadas

experimentalmente.

3.8. Validacion experimental de proteinas de interés

3.8.1. Analisis de apoC3

La validacién de apoC3 se llevd a cabo mediante un ensayo ELISA tipo sandwich, empleando el kit
comercial Human Apolipoprotein C3 ELISA Kit (EHAPOC3, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Antes de
comenzar, se dejé que todos los reactivos alcanzaran la temperatura ambiente y se mezclaron suavemente
para asegurar su correcta homogeneizacidn. El procedimiento se realizé siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Las muestras y los estandares fueron distribuidos en un placa de 96 pocillos, realizando duplicados
para cada estandar y muestra analizados. Las dos primeras columnas de la placa se reservaron para la curva
estandar (de 10.000 a 2,44 pg/mL) y el blanco. Las columnas restantes se emplearon para el andlisis de las
muestras. Para ello, se utilizé la alicuota de reserva Back Up (BU), que contenia el 10 % de las fracciones de
VEs concentradas. A cada muestra se le afadio el doble de su volumen de tampdn de lisis M-PER, y
posteriormente se completd con el diluyente del ensayo (1X) hasta alcanzar un volumen final de 220 uL por
muestra. A continuacion, se afiadieron 100 pL de cada muestra o estandar en los pocillos correspondientes.
La placa se cubrid y se incubd durante 2,5 horas a temperatura ambiente con agitacién suave. Finalizada esta

incubacidn, se realizaron cuatro lavados con tampdn de lavado 1X.

Posteriormente, se afiadieron 100 uL del conjugado de biotina y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacién suave. Tras este paso, se repitieron los lavados. A continuacién, se
afiadieron 100 pL de la solucién de estreptavidina-HRP, se incubd la placa durante 45 minutos a temperatura
ambiente, también con agitacién suave, repitiendo nuevamente los lavados al finalizar. Seguidamente, se

afiadieron 100 pL de sustrato TMB a cada pocillo, incubando la placa durante 30 minutos a temperatura
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ambiente en la oscuridad. Finalmente, se aifadieron 50 pL de solucidn de parada, mezclando hasta observar

el cambio de color de azul a amarillo.

La lectura de absorbancia se realizé a 450 nmy, a partir de los valores obtenidos, se generd una curva
estdndar mediante un modelo de cuatro parametros, utilizando las concentraciones conocidas de los
estdndares. Las concentraciones absolutas de apoC3 de las muestras se determinaron interpolando sus
valores de absorbancia en dicha curva. Los valores de apoC3 se normalizaron utilizando la sefial de intensidad
de proteina total No Stain de las membranas utilizadas para WB. Dado que los datos seguian una distribucidn

normal, se aplicd un test paramétrico ANOVA para identificar posibles diferencias entre los grupos.

3.8.2. Analisis de apoE

La validacién de apoE se realizé mediante WB utilizando el mismo protocolo experimental empleado
en la deteccidn de los marcadores vesiculares, bajo condiciones reductoras en el mismo gel que CD9. Se
utilizé el anticuerpo primario anti-apoE (goat policlonal, Millipore), diluido 1:2000 en 7 mL de EveryBlot (Bio-
Rad), y posteriormente se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario anti-goat HRP (1:7000)
preparado en leche al 5% en TBS-Tween. Los lavados finales consistieron en tres lavados de 10 minutos en
TBS-Tween, seguidos de dos lavados de 10 minutos con TBS, tras los cuales se llevé a cabo la visualizacion de

las bandas correspondientes a apoE mediante el sistema ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad).

La cuantificacidn de las bandas se realizé utilizando el software Imagel, donde se midié la intensidad
de cada banda obtenida. Posteriormente, los valores de intensidad se normalizaron utilizando la sefial del
No-Stain como control de carga, al igual que con apoC3, lo que permitid corregir posibles variaciones en la
cantidad de proteina cargada entre las muestras. Considerando que los datos presentaron una distribucién
normal, se empled un andlisis estadistico de tipo paramétrico (ANOVA) con el fin de detectar diferencias

significativas entre los grupos evaluados.

3.9. Localizacién intra o extravesicular de apoE mediante tratamiento con proteinasa K

Con el objetivo de determinar si la proteina apoE se encontraba en el interior de las VEs o asociada
a su superficie, se realizd un experimento empleando muestras de plasma de sujetos control externas al
estudio principal. Se tomaron dos alicuotas de plasma que fueron procesadas mediante SEC, siguiendo el
procedimiento descrito en el punto 3.3. Las fracciones 1 a 3, correspondientes a las VEs, fueron seleccionadas
y cuantificadas por espectrofotometria (NanoDrop). Posteriormente, se concentraron por

ultracentrifugacion.
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Para ello, los volimenes correspondientes a las fracciones seleccionadas (hasta completar 1200 uL
por muestra) fueron transferidos a tubos de 4 ml de ultracentrifuga. El volumen total se ajusté a 2 mL con
PBS estéril, pesando cada tubo por una balanza de precisiéon para ajustar el volumen de las muestras
contrapeso. Las muestras se ultracentrifugaron durante 1 hora y 10 minutos a 36.000 rpm correspondiente
a 100.000 g en un rotor 70Ti (Beckman Coulter). Tras este proceso, se retiraron 100 uL del sobrenadante y se
decantd el resto, asegurandose de secar las paredes del tubo para eliminar restos de liquido. El pellet
obtenido fue resuspendido con 50 uL de PBS dos veces consecutivas, hasta alcanzar un volumen final de
100 pL por muestra. Ambas muestras fueron posteriormente combinadas para un volumen total de 200 pL.

Este volumen se dividié inicialmente en tres alicuotas de 66 UL, correspondientes a las condiciones
sin tratamiento (NT), tratamiento con proteinasa K (PK) y una tercera condicidon con Triton X-100. Sin
embargo, esta ultima fue descartada por error experimental y no se utilizé en los analisis posteriores. Para la
condicidon NT se afiadieron 66 uL de VEs y 34 uL de PBS. Para la condicién con PK, se afladieron 66 L de VEs,
10 pL de PK y 24 plL de PBS. Ambas muestras fueron incubadas a 37 °C durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, se afiadié 1 uL de PMSF 100 mM para inactivar la enzima (Gilboa et al., 2024). Finalmente, las
muestras se agitaron a temperatura ambiente en agitacién durante 1 hora vy, finalizado el tratamiento, las
muestras fueron procesadas para su analisis mediante WB.

Para el WB, se cargaron 20 pL de muestra para las fracciones 1-3 y el sobrenadante, y 30 uL para las
muestras tratadas (PK+ y PK-). A cada volumen se afiadié el tampdn de carga SB 6x: 4 uL en el caso de las
muestras de 20 uL y 5 plL para las muestras de 30 uL. Posteriormente, todas las muestras fueron calentadas
para su desnaturalizacién a 98 °C durante 5 minutos.

La separacidon de proteinas se realizd mediante electroforesis en un gel al 10% utilizando el sistema
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) y aplicando 120 V. Tras la separacidn, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa de poro 0,45 um mediante electrotransferencia en condiciones humedas,
utilizando tampdn de transferencia. La transferencia se realizé a 110 V durante 50 minutos a 4 °C, en la
camara fria.

Una vez completada la transferencia, las membranas fueron bloqueadas durante 60 minutos a
temperatura ambiente con 5 mL de una disolucién de bloqueo (Blocking buffer, Bonsay, Licor), con el objetivo
de evitar uniones inespecificas. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario anti-apoE
(Millipore), diluyendo 1 pL de anticuerpo en 5 mL de la misma disolucién + tween overnight a 4 °C en
agitacion.

Tras la incubacidn, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween en agitacion.
Luego, se incubaron las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario,
preparado con 0,5 pL en 5 mL de disolucion de bloqueo + tween. Posteriormente, se realizaron dos lavados
de 10 minutos con PBS-Tween y dos lavados adicionales de 10 minutos con PBS.

La deteccion de las proteinas se llevd a cabo mediante escaneo por fluorescencia utilizando el sistema

Odyssey CLx (LI-COR), detectando las sefiales en el canal de fluorescencia roja (~670 nm).
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4. RESULTADOS

4.1. Aislamiento de VEs mediante SEC

Se analizaron muestras de plasma de 40 individuos, distribuidos en tres grupos: controles (n=10),
sanos asintomaticos portadores de la mutacion PSEN1 E280A (n=20) y pacientes con DCL (n=10). De cada
muestra se procesaron 500 uL de plasma para el aislamiento de VEs mediante SEC, obteniéndose 13
fracciones por muestra. En este tipo de separacion, las proteinas de mayor tamario eluyen en las primeras

fracciones, mientras que las mas pequefias lo hacen en las ultimas. El procedimiento completo se detalla en

el aparado 3.3 de “Materiales y métodos”.

4.2. Cuantificacion proteica de fracciones por espectrofotometria (NanoDrop)
Se midid la absorbancia a 280 nm en cada una de las 13 fracciones obtenidas, con el objetivo de
estimar el contenido proteico y comparar los perfiles entre los tres grupos de estudio. Esta evaluacion

también permitid identificar el pico de proteinas asociado a las VEs, en las fracciones 2 o 3, lo que sirvié como

una validacion inicial del aislamiento.
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Figura 3. Perfil de absorbancia por fraccibn en los tres grupos analizados.
Fracciones 1-6 (A). Fracciones 7-13 (B). En ambos gréficos se representan los valores medios de absorbancia
(eje Y, en mg/mL) en funcién del nimero de fraccidn (eje X). Los asteriscos verdes indican diferencias
significativas entre controles y DCL, mientras que los asteriscos negros indican diferencias entre DCL y los
grupos control y sano (p < 0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) t de Student). No se incluyen las barras de
error estandar para facilitar la visualizacién del perfil de absorbancia entre grupos.

En las fracciones 1-6 (Figura 3A), al comparar controles y DCL, se encontraron diferencias
significativas en las fracciones 3, 4 y 5. En estas fracciones, la curva correspondiente al grupo control aparece
desplazada hacia la derecha respecto a la de DCLy sanos. En las fracciones 7-13 (Figura 3B), correspondientes
principalmente a proteinas solubles, se identificaron diferencias significativas entre DCL y los otros dos

grupos. En particular, se detecté un aumento progresivo de la absorbancia en pacientes con DCL, con

diferencias significativas en las fracciones 10 a 13.
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Finalmente, la cuantificacidon del contenido proteico tras la combinacién y concentracién de las
fracciones 1-4 permitié calcular la recuperacion media de proteina por grupo. Los valores obtenidos fueron

elevados en los tres casos: 63,30 % en sanos, 72,62 % en controles y 72,75 % en pacientes con DCL.

4.3. Validacion de la presencia de VEs por WB

La presencia de VEs en las muestras fue evaluada mediante WB frente a los marcadores CD63 y CD9
(Figura 4). En el caso de CD63 (Figura 4A), se observaron bandas difusas (smear) en el rango de 30 a 60 kDa,
centrado alrededor de los 45 kDa, lo cual es caracteristico de esta proteina transmembrana altamente
glicosilada. CD9 (Figura 4B) mostro bandas definidas en el rango esperado, entre 20-25 kDa (Kowal et al.,
2017). En ambos casos, se observaron variaciones en la intensidad de las bandas entre muestras, aunque

estas diferencias no fueron objeto de estudio en este trabajo.

CD63 CD9
25 kDa
20 kDa
45 kDa

scsDCSsSDCSDCSDS SSCSDCSDCSDS S

Figura 4. Deteccion de marcadores de VEs por WB. Se muestran los resultados obtenidos para los
marcadores CD63 (A) y CD9 (B). En la imagen (A) se representan las muestras del set 1 analizadas bajo
condiciones no reductoras, mientras que en (B) se muestran las muestras del set 2 procesadas en condiciones
reductoras. Las siglas corresponden a los tres grupos del estudio: sanos (S), controles (C) y pacientes con
deterioro cognitivo leve (D). Los numeros a la izquierda indican el peso molecular en kilodaltons (kDa). En
esta figura se muestran ejemplos representativos.

4.4. Andlisis proteémico

4.4.1. Proteinas diferencialmente expresadas y distribucion por grupos

A partir del andlisis protedmico realizado mediante espectrometria de masas y posterior
procesamiento estadistico, se identificaron un total de 502 proteinas en las VEs analizadas. De estas, se
identificaron 36 proteinas diferencialmente expresadas entre sanos y controles, 79 entre sanos y pacientes

con DCL, y 30 entre DCL y controles.

En los volcano plots correspondientes a las comparaciones por pares (Figuras 5A—C), se observa que
la comparacion entre sanos y DCL (Figura 5B) muestra el mayor nimero de proteinas diferencialmente
expresadas, con una distribucién tanto de aumentos como de disminuciones. Cuanto mayor sea el valor en

el eje X indicard mayor incremento en la expresidn (si es positivo) o mayor reduccion de expresion (si es
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negativo) de cada proteina respecto al grupo con el que se compara. En este Ultimo caso, esto implica que
esa proteina se expresa mas en el segundo grupo. En el eje Y, a mayor valor, mayor significancia del cambio
de expresidn. Se aplicé como umbral p < 0.05 y un log,(FC) £ 0,8 para distinguir proteinas con diferencia de
expresion en un grupo respecto a otro. En menor medida, también se aprecian diferencias en la comparacion
entre sanos y controles (Figura 5A), mientras que la comparacion entre DCL y controles (Figura 5C) presenta
un numero mas reducido de proteinas con cambios significativos. Algunas proteinas aparecen destacadas
por su marcada expresion diferencial, como CLEC10A, tubulina alfa 4A (TUBA4A) o la apolipoproteina C3
(apoC3), que se repiten en mas de una comparacion entre grupos. En cada grafico se muestra el log,(FC) en

el eje Xy el -logio(p-value) en el eje Y.
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Figura 5. Volcano plots de comparaciones entre grupos y diagrama de Venn de proteinas detectadas.
Se representan los volcano plots correspondientes a las comparaciones por pares: sanos vs controles (A),
sanos vs DCL (B) y DCL vs controles (C). Los puntos en rojo corresponden a proteinas con mayor expresion en
el grupo situado en primer lugar en la comparacion (por ejemplo, sanos en “Sanos vs DCL”), mientras que los
puntos en azul indican proteinas con menor expresion en ese grupo, lo que implica una mayor expresién en
el segundo. Las graficas se generaron mediante la herramienta VolcaNoseR. (D) Diagrama de Venn generado
con la herramienta Venny 2.1, en el que se representan las proteinas detectadas en cada grupo: sanos (azul),
controles (amarillo) y DCL (verde) asi como aquellas compartidas entre pares de grupos.
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Ademas, se generd un diagrama de Venn (Figura 5D) para visualizar la distribucidn de las proteinas
detectadas entre los grupos. De las 502 proteinas totales, 492 fueron comunes a todos ellos. Se identificaron
también algunas proteinas no compartidas por los tres grupos: tres fueron exclusivas del grupo sano,
mientras que otras se encontraron Unicamente compartidas entre sanos y controles (n = 3), y entre sanos y

DCL (n = 4).

4.4.2. Analisis de rutas biolégicas, compartimentos celulares y enfermedades asociadas

Con el objetivo de interpretar los resultados desde un punto de vista funcional, se utilizd
principalmente la herramienta STRING, para analizar los procesos bioldgicos, las localizaciones celulares y las
posibles asociaciones con enfermedades. También se utilizé6 Metascape para verificar los resultados. Aunque
todos los resultados importantes se describen en el texto, no se han incluido todas las graficas generadas,

sino una seleccidén de imagenes representativas para facilitar la comprensién.

e Analisis global de las proteinas identificadas
Antes de analizar las comparaciones por pares, se llevd a cabo un analisis funcional general con todas

las proteinas identificadas en el analisis protedmico de las VEs.

Biological Process (Gene Ontology) enrichment

FDR
Complement activation - 1.0e-39
- 1.0e-35
Complement activation, classical - 1.0e-31
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Figura 6. Enriquecimiento de procesos bioldgicos (Gene Ontology) en el anilisis global. Se representan los
términos mas significativos obtenidos mediante la herramienta STRING. En el eje Y se indican los procesos
bioldgicos enriquecidos, mientras que en el eje X se muestra la puntuacion de enriquecimiento (Signal). El
tamafio de los circulos representa el nUmero de genes asociados a cada término y el color indica el nivel de
significancia ajustado (FDR, False Discovery Rate), siendo mas claro cuanto mayor es la significancia.
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Entre los resultados mas destacados (Figura 6) se encontraron rutas relacionadas con la activacion
del sistema del complemento, la respuesta inmune humoral y procesos como la coagulacion sanguinea y la
hemostasia. En cuanto a la localizacién celular, los términos enriquecidos incluian particulas de origen
sanguineo, lipoproteinas, exosomas, lumen vesicular, granulos plaquetarios y matriz extracelular. En el
andlisis de enfermedades, los términos mas significativos estuvieron asociados a trastornos de la

coagulacioén, alteraciones del sistema hematopoyético y amiloidosis.

e Comparacion entre sanos y controles
En esta comparacion, los procesos bioldgicos mas significativos (Figura 7) estuvieron relacionados
con el ensamblaje y el remodelado de particulas lipoproteicas, asi como con el eflujo y transporte del
colesterol. En la red de interaccion proteina-proteina generada mediante STRING (Figura 8), se observa un
cluster de proteinas directamente relacionado con estos procesos, (colores rojo, verde y azul
respectivamente) formado por distintas apolipoproteinas. Ademas, esta agrupacion aparece conectada a
través de interacciones con proteinas relacionadas con el sistema inmune (color amarillo), lo que indica una

posible relacién funcional entre ambos conjuntos.

Biological Process (Gene Ontology) enrichment
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Figura 7. Enriquecimiento de procesos bioldgicos (Gene Ontology) en el andlisis de las proteinas
diferencialmente expresadas entre sanos y control. Se representan los términos mas significativos
obtenidos mediante la herramienta STRING. En el eje Y se indican los procesos bioldgicos enriquecidos,
mientras que en el eje X se muestra la puntuacién de enriquecimiento (Signal). El tamano de los circulos
representa el nimero de genes asociados a cada término y el color indica el nivel de significancia ajustado
(FDR, False Discovery Rate), siendo mas claro cuanto mayor es la significancia.
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Figura 8. Red de interaccion funcional de proteinas diferencialmente expresadas entre sanos y controles.
La red fue generada mediante la herramienta STRING. Cada nodo representa una proteina, y las conexiones
indican interacciones. Los colores de los nodos corresponden a los procesos bioldgicos mas significativos
resaltados: rojo (Plasma lipoprotein particle assembly), azul (Cholesterol efflux), verde (Plasma lipoprotein
particle remodeling) y amarillo (Immune response). Las proteinas sin color no se agrupan dentro de ninguno
de estos términos. El color de las lineas representa el tipo de evidencia de interaccidn: azul claro (from
curated databases), rosa (experimentally determined), verde oscuro (gene neighborhood), rojo (gene
fusions), azul oscuro (gene co-occurrence), verde claro (textmining), negro (co-expression) y lila (protein
homology).

Desde el punto de vista de la localizacion celular, las proteinas diferencialmente expresadas se
asociaron mayoritariamente a particulas lipidicas como lipoproteinas de alta, baja y muy baja densidad (HDL,
LDL, VLDL), quilomicrones, y otros componentes relacionados con la matriz extracelular y complejos del
complemento. Por ultimo, en el analisis de enfermedades asociadas, el término mas destacado fue la
amiloidosis visceral familiar, seguido de enfermedades relacionadas con el metabolismo de lipidos, como

dislipidemias familiares y trastornos del metabolismo lipidico.

e Comparacion entre sanos y DCL
El andlisis funcional en esta comparaciéon mostré un enriquecimiento de rutas relacionadas con la
activacidn del sistema del complemento, la respuesta inmune humoral, la coagulacién sanguinea y distintos
mecanismos de defensa frente a organismos externos. Por otro lado, debido al mayor nimero de proteinas
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en este andlisis, el andlisis de interacciéon proteina-proteina mostré una red mas densa con mdultiples

interacciones, pero sin agrupamientos funcionales claramente definidos en torno a rutas especificas.

En cuanto a la localizacion celular (Figura 9), en esta comparacién se observd especialmente
marcada la presencia de términos como exosomas y espacio extracelular, todos con valores de significancia
elevados y un alto nimero de genes asociados. También se detectaron particulas de origen sanguineo,
granulos plaquetarios y otros componentes ya observados en el andlisis global. Finalmente, respecto a las
enfermedades asociadas, el término mds destacado fue la deficiencia del complemento, seguido de la

amiloidosis visceral familiar, la amiloidosis y problemas de coagulacion.

Cellular Component (Gene Ontology) enrichment

FDR

Blood microparticle i - 1.0e-32

- 1.0e-27

Collagen-containing extracellular . _ 1.0e-21
matrix

1.0e-16

Extracellular matrix ‘ 1.0e-10

1.0e-05
Extracellular exosome

Gene count

Extracellular space 5

. 20
Extracellular regicn

Groups at similarity 0.8

40
Secretory granule

60

Platelet dense granule lumen

Platelet alpha granule (]
®

Secretory granule lumen

1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5
Signal

Figura 9. Enriquecimiento de componentes celulares (Gene Ontology) en el andlisis de las proteinas
diferencialmente expresadas entre sanos y DCL. Se representan los términos mas significativos obtenidos
mediante la herramienta STRING. En el eje Y se indican los componentes celulares enriquecidos, mientras
que en el eje X se muestra la puntuaciéon de enriquecimiento (Signal). El tamafio de los circulos representa el
numero de genes asociados a cada término y el color indica el nivel de significancia ajustado (FDR, False
Discovery Rate), siendo mas claro cuanto mayor es la significancia.

e Comparacion entre DCL y controles
Comparando estos grupos, los términos mas significativos dentro del analisis de procesos biolégicos
(Figura 10) estuvieron relacionados con la coagulacion, la reparacidn de tejidos y la regulacion de los niveles
de fluidos corporales. También aparecieron procesos inmunes, como la respuesta inmune humoral y la

activacion del sistema del complemento, junto con otros términos relacionados con mecanismos de defensa.
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Ademas, el andlisis de interaccion proteina-proteina reveld una red con conectividad entre algunas proteinas,

pero sin claros agrupamientos funcionales definidos.

Biological Process (Gene Ontology) enrichment
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Figura 10. Enriquecimiento de procesos biolégicos (Gene Ontology) en el analisis de las proteinas
diferencialmente expresadas entre DCL y control. Se representan los términos mas significativos obtenidos
mediante la herramienta STRING. En el eje Y se indican los procesos bioldgicos enriquecidos, mientras que
en el eje X se muestra la puntuacién de enriquecimiento (Signal). El tamafio de los circulos representa el
numero de genes asociados a cada término y el color indica el nivel de significancia ajustado (FDR, False
Discovery Rate), siendo mas claro cuanto mayor es la significancia.

Respecto a la localizacidn celular, los términos con mayor significancia fueron los exosomas vy el
espacio extracelular, ambos también observados en las comparaciones anteriores y en el andlisis global.
Ademas, se identificaron otros compartimentos ya presentes también en comparaciones previas, como
particulas lipoproteicas (sanos vs controles), particulas de origen sanguineo y componentes de la matriz

extracelular (presentes en el analisis global y en sanos vs DCL), entre otros.

Finalmente, en cuanto a las asociaciones con enfermedades (Figura 11), el término mas significativo
fue la amiloidosis. También se identificaron otras enfermedades ya observadas en comparaciones previas,
como la amiloidosis visceral familiar y trastornos de la coagulacién, asi como nuevos términos como

trombosis.
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Disease-gene Associations (DISEASES) enrichment

FDR
Amyloidosis - 6.0e-06
: - 2.0e-05
Palmoplantar keratosis . - 1.0e-04
4.0e-04
Primary cutaneous amyloidosis . 2.0e-03
8.0e-03

Thrombosis .

Gene count

Familial visceral amylcidosis 2

Blood coagulation disease 4

Groups at similarity 0.8

carcinoma

Borst-Jadassohn intraepidermal .
Epidermolytic palmoplantar keratoderma .
Epidermolytic hyperkeratosis .

Antiphospholipid syndrome .

0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
Signal

Figura 11. Enriquecimiento de asociaciones gen-enfermedad (DISEASES) en el analisis de las proteinas
diferencialmente expresadas entre DCL y control. Se representan los términos mas significativos obtenidos
mediante la herramienta STRING. En el eje Y se indican los asociaciones gen-enfermedad, mientras que en el
eje X se muestra la puntuacion de enriquecimiento (Signal). El tamafio de los circulos representa el nimero
de genes asociados a cada término y el color indica el nivel de significancia ajustado (FDR, False Discovery
Rate), siendo mas claro cuanto mayor es la significancia.

4.4.3. Proteinas relacionadas con alzheimer identificadas mediante analisis bioinformatico

A partir del analisis proteémico y la posterior revision de scores mediante herramientas
bioinformaticas como Open Targets, DisGeNET y GeneAnalyst, se identificaron varias proteinas con evidencia
de asociacion con la enfermedad de Alzheimer. Algunas de ellas fueron especificas de una sola comparacion,
como el receptor relacionado con la lipoproteina de baja densidad 1 (LRP1), la protectina (CD59), la proteina
de unién a retinol 4 (RBP4), la proteina de union a calcio S100 A9 (S100A9), la tetraspanina-14 (TSPAN14), la
anquirina-1 (ANK1), la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y otras apolipoproteinas. Por otro
lado, algunas proteinas, como TUBA4A, ApoC3, la fibronectina 1 (FN1), la transtiretina (TTR) y la proteina

asociada a integrina CD47, se repitieron en mds de un grupo.

Destacaron especialmente las apolipoproteinas, que presentaron scores elevados en el andlisis
bioinformatico, indicando una fuerte relacién con la enfermedad de Alzheimer, especialmente en la
comparaciéon entre sanos y controles. Entre ellas se encuentran la apolipoproteina C-I (apoC1), la
apolipoproteina C-lll (apoC3), la apolipoproteina A-IV (apoA4), la apolipoproteina B (apoB), la
apolipoproteina M (apoM) y la apolipoproteina E (apoE).
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Entre todas estas proteinas, apoC3 y apoE fueron seleccionadas para validacién experimental, debido
al gran cambio de expresidon de apoC3 en dos de las tres comparaciones del analisis proteémico y a la
evidencia bibliografica que respalda el papel de apoE, asi como por su conexiéon con otras proteinas

identificadas en este analisis.

4.5. Validacion experimental de proteinas clave

4.5.1. Resultados de apoC3

Los resultados de la validacion de apoC3 mediante ELISA se presentan en la figura 12A, mostrando
los valores medios de los resultados de ELISA en pg/mL normalizados con No-Stain para los tres grupos
estudiados: sano, control y DCL. El grupo control mostré un valor medio de 0,98 + 0,19, mientras que tanto
el grupo sano como el grupo con DCL presentaron valores similares, de 1,30 + 0,46 y 1,30 + 0,31,
respectivamente. Sin embargo, el analisis estadistico mediante ANOVA mostré un p-value > 0,05, por lo que

las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 12. Validacion de los niveles de apoC3 en los tres grupos de estudio (sano, control y DCL) mediante
ELISA. (A) Valores medios de los resultados de ELISA en pg/mL normalizados con Stain-Free. Se muestran los
valores medios + desviacion tipica. Solo se incluyeron las muestras con un coeficiente de variacion inferior al
25%, obteniéndose un tamafio muestral de n = 10 para sanos, n = 8 para controles y n = 8 para DCL.
(B) Comparacion entre los ratios de expresion obtenidos mediante ELISA y protedmica. Los ratios de ELISA se
calcularon dividiendo los valores obtenidos en la figura A segln la comparacién realizada (Sano/Ctrl,
Sano/DCL y DCL/Ctrl).

En la comparacion de los ratios de expresion entre grupos (Figura 12B), el valor Sano/Ctrl fue de 1,33,
lo que indica un aumento en la expresion de apoC3 en el grupo sano respecto al control. De forma similar, el
valor DCL/Ctrl fue de 1,34, lo que indica un aumento comparable en el grupo DCL. En cambio, el ratio
Sano/DCL fue cercano a la unidad (0,99), reflejando niveles similares entre ambos grupos. Al comparar estos
resultados con los ratios obtenidos mediante protedmica, se observd que solo el valor Sano/DCL mostré una
tendencia similar (0,98), mientras que las otras dos comparaciones presentaron direcciones opuestas, con
valores de 0,41 para Sano/Ctrl y 0,42 para DCL/Ctrl.
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4.5.2. Resultados de apoE: Validacion y evaluacidn de su localizacidn intra o extravesicular

Para la validacion de apoE, se realizaron analisis de WB para cuantificar su expresion proteica en los
tres grupos de estudio (control, sano y DCL). En las imagenes obtenidas (Figura 13A-C), se identificd en todos
los casos una banda en torno a los 35 kDa, correspondiente a apoE, lo que confirmd su presencia en cada
grupo. Los resultados de las intensidades normalizadas se presentan en la Figura 13D, mostrando los valores
medios * desviacidn tipica: el grupo control presenté un valor superior de 2,01 + 0,49, el grupo sano un valor
de 1,73 + 1,01, mientras que el grupo DCL alcanzd un valor intermedio de 1,91 + 0,62. Sin embargo, al aplicar

un andlisis estadistico mediante ANOVA, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 13. Validacion de los niveles de apoE en los tres grupos de estudio (sano, control y DCL) mediante
WB. (A-C) Imagenes de los WB correspondientes a los sets 1, 2 y 3, respectivamente, obtenidos en
condiciones reductoras. Las siglas indican los tres grupos de estudio: sanos (S), controles (C) y pacientes con
deterioro cognitivo leve (D). El nimero a la izquierda indican el peso molecular en kDa. (D) Relacion
Intensidad/Stain-Free obtenida mediante WB, mostrando los valores medios * desviacidn tipica para cada
grupo. (E) Comparacion de los ratios de expresion entre grupos obtenidos mediante WB y protedmica,
calculados dividiendo los valores obtenidos en la figura D segin la comparacidn realizada (Sano/Ctrl,
Sano/DCL y DCL/Ctrl).

En la comparacion de los ratios de expresion entre grupos (Figura 13E), el valor Sano/Ctrl fue de 0,86,
indicando una ligera reduccion en la expresidon de apoE en el grupo sano respecto al control. Por otro lado,
tanto el ratio Sano/DCL (0.91) como el ratio DCL/Ctrl (0,95) fueron cercanos a la unidad, lo que sugiere que
ambos grupos presentan niveles similares de expresion. Al comparar estos resultados con los obtenidos
mediante protedmica, se observé una tendencia ascendente en ambos métodos (Sano/Ctrl < Sano/DCL <
DCL/Ctrl), aunque en WB las diferencias entre grupos fueron menos pronunciadas, siendo los ratios

obtenidos mediante proteémica de 0,63 para Sano/Ctrl, 0,76 para Sano/DCL y 0,82 para DCL/Ctrl.
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Por otro lado, para estudiar la localizacién de apoE en las VEs (presentes como cargo, o adheridas a
la membrana de las VEs), se evalud la presencia de la proteina en diferentes condiciones de tratamiento
mediante WB. La figura 14 muestra las sefiales obtenidas para apoE en torno a los 35 kDa. Las muestras de
las fracciones 1 a 3 (F1, F2, F3), que representan las VEs aisladas sin ultracentrifugacion (solo aisladas

mediante SEC), mostraron una banda clara y en aumento en todos los casos.

En las muestras que fueron ultracentrifugadas (tras SEC), se observaron diferencias respecto al
tratamiento con/sin proteinasa K. En la muestra de VEs sin tratamiento (PK-) se detectd una banda tenue de
apoE, menos intensa que la observada en los sobrenadantes, donde no hay VEs. En cambio, en la muestra
tratada con proteinasa K (PK+), la banda de apoE en torno a los 35 kDa desaparecid, y se observaron dos

nuevas sefiales: una intensa justo por debajo y otra, mas débil, alrededor de los 25 kDa.

45 kDa —

35 kDa —

25 kDa —

15 kDa —
10 kDa —

M F1 F2 F3 F1 F2 F3 PK- PK+ SN SN WM™

Figura 14. Localizacion de apoE intra o extravesicular mediante WB. Se muestran los resultados obtenidos
para apoE en distintas condiciones experimentales bajo condiciones reductoras. Las siglas corresponden a
las distintas condiciones del experimento: fracciones vesiculares (F1, F2, F3) representadas por duplicado,
correspondiendo cada conjunto a muestras de plasma distintas, obtenidas del mismo donante. También se
incluyen muestras tratadas con proteinasa K (PK+), muestras sin tratamiento con proteinasa K (PK-),
sobrenadante (SN) y marcador de peso molecular (M). Los nimeros a la izquierda indican el peso molecular
en kDa.
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5. DISCUSION

En el andlisis de las fracciones proteicas mediante NanoDrop, se observaron diferencias significativas
entre los grupos estudiados. El pico correspondiente a las VEs, que normalmente se observa en la fraccidn 2,
aparecié desplazado hacia la derecha en el grupo control, localizdndose en la fraccién 3, en contraste con los
grupos DCL y sano. Una posible explicacion de este desplazamiento podria estar relacionada con el tamafio
y la concentracion de las VEs. En pacientes con alzheimer y otras demencias neurodegenerativas se ha
observado un mayor tamano de las VEs plasmaticas, pero una menor concentracién de estas en plasma
(Longobardi et al., 2021). Por su parte, en el estudio realizado por los investigadores colaboradores en la
Universidad de Antioquia (Villar-Vesga et al., 2020), se observé también un aumento en el tamafio de las VEs
en pacientes con FAD, pero en este caso acompafado también de un aumento en la concentracién de VEs
en plasma. Otra posible causa de este desplazamiento podria ser el co-aislamiento de otras proteinas, como
la albumina, que es la proteina mas abundante en plasma o lipoproteinas, las cuales también pueden
interferir en la separacion de VEs a partir de plasma, ya que presentan densidades y tamafos similares,
dificultando su eliminacion completa (Robinson et al., 2024). Por otro lado, en las fracciones 7-13, que
corresponden principalmente a proteinas solubles, se observd un aumento progresivo de la absorbancia en
el grupo DCL en comparacién con los otros grupos, especialmente en las fracciones 10 a 13. Esto podria
deberse también a un mayor co-aislamiento de proteinas plasmaticas no vesiculares de menor tamafo que
podrian haber permanecido en las fracciones mas tardias durante el proceso de separacién. Sin embargo, al
ser un aumento especifico y significativo del grupo DCL, también es posible que refleje una mayor presencia
de proteinas solubles relacionadas con el deterioro cognitivo leve, que podrian estar elevadas en estas

muestras.

Los resultados de la validacidon de la presencia de VEs mediante WB utilizando los marcadores
especificos CD9 y CD63, mostraron la deteccién de las bandas especificas en las muestras, sugiriendo un
aislamiento de VEs exitoso. Sin embargo, se observaron variaciones en la intensidad de las bandas entre los
grupos, lo que podria reflejar diferencias en la cantidad de VEs. No obstante, para confirmar si realmente
existen estas diferencias, seria necesario normalizar los valores de intensidad de las bandas empleando la
concentracion proteica (mg/mL) o utilizando la sefial de No-Stain como referencia, lo que permitiria evaluar
de manera precisa si las diferencias observadas responden a variaciones reales entre los grupos o a

diferencias en cantidad de VEs cargada, aunque este aspecto no fue objeto de estudio en este trabajo.

El andlisis protedmico de las VEs permitié identificar 502 proteinas, de las cuales 492 fueron comunes
a todos los grupos. Sin embargo, algunas proteinas no eran compartidas: tres aparecieron exclusivamente en
el grupo sano, tres entre sanos y controles, y cuatro entre sanos y DCL. Aunque podria pensarse que estas
proteinas no comunes podrian reflejar diferencias especificas entre los grupos, su aparicién en un numero
reducido de muestras sugiere que podrian tratarse de proteinas “contaminantes” arrastradas durante el

proceso de aislamiento, en lugar de representar un perfil diferente real.
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En cuanto a las proteinas diferencialmente expresadas, el mayor nimero de diferencias se observd
en la comparacidn entre sanos y DCL, con 79 proteinas, seguido de la comparacién entre sanos y controles,
con 36 proteinas, y finalmente la comparacidn entre DCL y controles, con 30 proteinas. Tal y como se observé
en los volcano plots, estas diferencias incluyen tanto aumentos como disminuciones en la expresién proteica,
destacando especialmente proteinas como CLEC10A, TUBA4A y apoC3, que aparecieron en mds de una
comparacion. Entre ellas, y aunque el andlisis bioinformatico mostré que la mayoria tenian alguna relacion
previa con la enfermedad de Alzheimer, CLEC10A, relacionada con la respuesta inmune e inflamatoria, fue la
Unica para la que no se encontraron datos que la vincularan. Sin embargo, otro estudio también identifico a
CLEC10A como una de las 20 proteinas plasmaticas mas diferencialmente expresadas en monos con FAD, lo

gue podria indicar una alteracién de esta molécula en la enfermedad (Li et al., 2024).

El andlisis global de rutas bioldgicas en las VEs mostrd que las mas destacadas estan relacionadas con
el sistema inmune, el sistema del complemento y procesos de coagulacién como la hemostasia. Estas rutas
fueron significativas también tanto en la comparacién entre sanos y DCL como entre DCL y controles, lo que
sugiere que el perfil proteico de las VEs en el contexto de DCL respecto a los otros grupos esta vinculado a
procesos inflamatorios e inmunitarios. Por otro lado, las rutas mds relevantes en la comparacion entre sanos
y controles fueron las asociadas al metabolismo lipidico y del colesterol lo que coincide con la deteccién de
varias apolipoproteinas diferencialmente expresadas y relacionadas. Esto podria estar influido por una
posible contaminacién lipidica, ya que varios viales del grupo control presentaron opacidad o turbidez
(lipemia), lo que sugiere la presencia de lipidemia, es decir, una acumulacion de lipoproteinas en sangre,
especialmente VLDL y quilomicrones (Fernandez-Prendes et al., 2023). Esta situacidon podria explicar el
aumento de algunas apolipoproteinas en el grupo control respecto a sanos, como apoB, ya que se sabe que
pueden co-aislarse con VEs en técnicas como SEC (Robinson et al., 2024). No obstante, también podria indicar
cambios reales en las rutas del metabolismo lipidico y del colesterol, reflejando variaciones propias del perfil
lipoproteico entre estos grupos. Estos resultados coinciden de nuevo con los obtenidos en el estudio de Villar-
Vesga et al., 2020, donde también se identificaron rutas vinculadas a la coagulacion, el sistema del

complemento, inflamacién y metabolismo lipidico-carbohidratos.

En el analisis de compartimentos celulares asociados a las VEs, se destacaron principalmente los
relacionados con exosomas, espacio extracelular y particulas sanguineas, lo que concuerda con el origen de
VEs plasmaticas de las muestras. En la comparacion entre sanos y controles, los compartimentos mas
relevantes estuvieron relacionados con lipoproteinas y quilomicrones, en consonancia con las rutas
identificadas. Ademas, las asociaciones gen-enfermedad incluyeron principalmente amiloidosis y
enfermedades de coagulacién, asi como dislipidemia y trastornos del metabolismo lipidico, especialmente

en la comparacion entre sanos y controles, lo que coincide con los resultados obtenidos previamente.
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El andlisis bioinformatico permitid identificar proteinas potencialmente relevantes en el contexto del
alzheimer, ayudando a detectar aquellas ya descritas en estudios previos y otras menos exploradas que
podrian estar implicadas en la enfermedad. Por ejemplo, entre las proteinas destacadas por su ratio de
expresion y sefialadas como posiblemente asociadas con el alzheimer se encuentra TUBA4A, una isoforma
de la subunidad alfa de la tubulina que forma parte de los microtubulos. Estudios previos mostraron que la
modificacion de esta proteina puede reducir la hiperfosforilacién de tau y la activacién de la microglia, lo que

sugiere su potencial como diana terapéutica en tauopatias (Hausrat et al., 2022; Mol et al., 2021).

Se decidid validar apoC3 debido a su aparicidon destacada en el analisis bioinformatico y al gran
cambio de expresion observado en el analisis protedmico, donde los controles presentaron mayores niveles
de apoC3 en comparacion con DCL y sanos. Esto coincide con estudios previos que encontraron una
disminuciéon de apoC3 en exosomas de pacientes con alzheimer y en plasma de individuos con DCL y
alzheimer respecto a controles, lo que ha llevado a considerarla como un posible biomarcador temprano.
Ademads, se ha descrito que apoC3 es una proteina que se une a AB, promoviendo su eflujo y reduciendo
indirectamente su depdsito en el cerebro, lo que sugiere un posible papel protector. Asimismo, también se
ha reportado que mayores niveles de apoC3 estan correlacionados con un mejor prondstico de la
enfermedad, lo que indica que su presencia podria ser beneficiosa en fases tempranas. Sin embargo, los
resultados de ELISA mostraron una tendencia opuesta, aunque no significativa, con mayor cantidad de apoC3
en VEs plasmaticas de DCL y sanos que en controles. Esta discrepancia podria deberse al uso de diferentes
buffers de lisis, siendo necesario emplear técnicas adicionales para confirmar estos resultados (Soares

Martins et al., 2022; Shih et al., 2014; Zhang et al., 2020).

Posteriormente, se validé apoE debido a su conocido papel en el alzheimer, ya que es una proteina
multifuncional involucrada en el transporte de lipidos, la neuroinflamacidn y la reparacién neuronal,
desempefiando un papel crucial en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer (Belaidi et al., 2025).
Ademas, en el andlisis protedmico se observd una mayor expresion de apoE en controles en comparacién
con los sanos, lo que también se reflejé en los resultados de WB, aunque de manera menos marcada, siendo
la tendencia similar en ambos casos: controles > DCL > sanos. Una posible explicacion para este patrén es la
posible presencia de lipoproteinas en el grupo control, lo que podria justificar los niveles mas altos
observados en este grupo. Esta hipdtesis coincide con el resultado del andlisis de la localizacion intra o
extracelular de apoE. Tras el tratamiento con proteinasa K (PK), la banda correspondiente a apoE desaparecid
en comparacion con el sobrenadante y el tratamiento sin PK, lo que sugiere que la mayor parte de apoE esta
en el plasma circundante y una pequefia fraccion se encuentra unida a la superficie de las VEs, ya que, tras la
ultracentrifugacion y lavado de las fracciones, se seguia observando una ligera banda de apoE cuando no
estaban tratadas con PK. Cabe destacar que la banda grande observada en las condiciones PK+ podria
corresponder a la propia proteinasa K, ya que esta enzima presenta un peso molecular de 28,9 kDa,

coincidiendo con el peso en el que aparece la sefial.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Este TFG tuvo como objetivo analizar el perfil proteico de las VEs plasmaticas en tres grupos de estudio:
controles no portadores, sanos asintomdticos portadores de la mutacién PSEN1 E280A y portadores de la
mutacion con DCL. A través del aislamiento, validacién y anadlisis proteémico de las VEs, se buscd identificar
diferencias funcionales y proteicas entre estos grupos, asi como posibles biomarcadores tempranos

relacionados con la progresion de la enfermedad de Alzheimer de origen familiar.

Durante el aislamiento, se observaron diferencias en la distribucién de proteinas entre grupos. En
particular, el pico correspondiente a las VEs aparecid desplazado hacia fracciones mas tardias en los
controles, lo que podria deberse a variaciones en el tamafo y concentracidn vesicular o a la presencia de
contaminantes como albumina o lipoproteinas. También se detecté un aumento de proteinas solubles en las
fracciones tardias en las muestras implicadas en la comparacion con DCL, lo que podria reflejar una mayor
presencia de proteinas no vesiculares o alteraciones relacionadas con el deterioro cognitivo. EL analisis
protedmico identificd 502 proteinas, de las cuales la gran mayoria fueron compartidas entre los tres grupos.
Sin embargo, se encontraron proteinas diferencialmente expresadas en todas las comparaciones, siendo mas
numerosas entre sanos y DCL. Entre las proteinas destacadas se identificaron CLEC10A, TUBA4A y apoC3,
algunas de ellas con implicaciones conocidas en la enfermedad de Alzheimer, y otras, como CLEC10A, con
posible relevancia aln poco estudiada. Los analisis funcionales revelaron la implicacién de rutas relacionadas
con el sistema inmunitario, el sistema del complemento y la coagulacion en las comparaciones que incluyen
al grupo DCL, mientras que las diferencias entre sanos y controles se asociaron principalmente a rutas de
metabolismo lipidico, posiblemente influenciadas por la presencia de lipoproteinas. Finalmente, en la
validacién experimental, los niveles de apoC3 obtenidos por ELISA fueron mas altos en DCL y sanos que en
controles, aunque sin diferencias estadisticamente significativas. Esta tendencia no coincidié con los
resultados del andlisis proteémico, donde se observé una reduccion de apoC3 en estos grupos frente a los
controles, en linea con lo descrito en la literatura. Por su parte, apoE mostré un patrén coherente entre lo
proteédmico y la validacidon, con mayor expresion en controles. Este resultado podria explicarse por la
presencia de lipoproteinas en ese grupo, lo que coincidiria con el hecho de que, tras el tratamiento con
proteinasa K, apoE se detecté mayoritariamente en el entorno extracelular y en menor medida asociado a la

superficie de las VEs.

A partir de estos resultados, cuyos datos se prevé publicar proximamente, se plantea como proyeccion
futura ampliar el estudio mediante un enfoque longitudinal, analizando muestras obtenidas de los mismos
individuos a lo largo del tiempo, especialmente en el grupo de portadores sanos asintomdticos. Esto
permitira evaluar si el perfil proteico de sus VEs evoluciona hacia un patrén similar al observado en los
pacientes con DCL, lo que podria ayudar a identificar cambios tempranos asociados con el inicio de los

sintomas.
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Asimismo, se prevé validar experimentalmente otras proteinas de interés, tanto en portadores de la
mutaciéon como en controles no portadores. Estas validaciones incluirdn también un estudio longitudinal de
su expresiéon para determinar si presentan alteraciones con la progresion de la enfermedad. En caso de
confirmarse su implicacidn, estas proteinas podrian convertirse en candidatas prometedoras para su estudio

en la enfermedad de Alzheimer de origen esporadico.
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